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Sodelovanje med bakterijami je v naravi široko razširjeno in zajema medcelično 
komunikacijo ter sekrecijo različnih zunajceličnih produktov pomembnih pri infekciji 
gostitelja ter virulenci (Bassler in Losick, 2006). Bakterije si med seboj izmenjujejo 
informacije o celični gostoti populacije ter na podlagi izmenjani informacij koordinirajo 
vedenje posameznih bakterijskih celic, ki med seboj prično sodelovati ter delujejo kot 
mnogocelični organizem (Bassler in Losick, 2006). Problem bakterijskega sodelovanja je 
možnost izkoriščanja izločenih zunajceličnih produktov, ki jih sintetizirajo sestrske bakterije s 
strani »goljufov«. Kot goljufe v delu imenujemo mutante bakterij, ki izgubijo sposobnost 
sodelovanja v združbi (sinteze komunikacijskih molekul) in jim to predstavlja določeno 
prednost pred ostalimi bakterijami, ki sintetizirajo komunikacijske molekule (Kelsi M. 
Sandoz, 2007). Kako bakterijske populacije preprečujejo invazijo goljufov ter stabilizirajo 
sodelovanje, je eno od aktualnih vprašanj socialne evolucijske teorije, odgovor na katero ima 
potencialno signifikantne aplikacije tudi na področju biotehnologije ter medicine.  
Pseudomonas aeruginosa je eden od modelnih organizmov za preučevanje komunikacije, 
sodelovanja ter kontrole goljufov v populacijah bakterij. Med najbolje raziskanimi primeri 
sodelovanja v združbah bakterij P. aeruginosa je, sekrecija zunajceličnih proteaz (Wang in 
sod., 2015), sideroporjev (Griffin in sod., 2004), signalnih molekul za zaznavanje kvoruma , 
faktorjev odpornosti proti antibiotikom (Dugatkin in sod., 2005) ali biosurfaktantov 
ramnolipidov (Xavier in sod., 2011). Bakterija P .aeruginosa ima več dobro preučenih 
sistemov zaznavanja kvoruma, ki imajo ključno vlogo pri koordinaciji sodelovanja ter 
kontroli goljufov v združbi (Wang in sod., 2015). Molekularni mehanizmi regulacije goljufov 
v populacijah P. aeruginosa, ki jih bom podrobneje predstavil v Diplomskem seminarju so, 
metabolna prisila (Dandekar in sod., 2012), altruistično kaznovanje (Wang in sod., 2015), 
generalna recipročnost (Allen in sod., 2016) ter metabolna preudarnost (Xavier in sod., 2011).  
V diplomskem seminarju želim povzeti molekularne mehanizme, ki preprečujejo razrast 
goljufov v populacijah bakterije P. aeruginsa, jih povezati z razlagami iz socialne evolucijske 
teorije in predstaviti potencialne aplikacije razumevanja bakterijskega sodelovanja ter 
kontrole goljufov v biotehnologiji.  
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2 SODELOVANJE IN SPORAZUMEVANJE MED BAKTERIJAMI 
Bakterije si preko kemijskih signalnih molekul podajo informacijo o številčnosti lastne 
populacije in sestavi mikrobne združbe (Bassler in Losick, 2006). Izmenjava informacij je 
eden od primerov bakterijskega sodelovanja, pri katerem posamezna bakterija sintetizira 
signalno molekulo in jo izloča iz celice, kar pomeni da je koncentracija signalne molekule v 
zunanjem mediju proporcionalna gostoti celic v združbi. Zaznava signale molekule poteka 
preko citoplazemskega receptorja, ki ima hkrati tudi vlogo transkripcijskega faktorja 
(Engebrecht in sod. 1983). Ko bakterijska populacija preseže mejno celično gostoto oz. 
doseže kvorum, posamezne bakterijske celice prično kolektivno sekrecijo produktov 
udeleženih pri različnih procesih kot je na primer kolonizacija gostitelja in odziv bakterije na 
stres.  
Sisteme za medcelično komunikacijo med bakterijami imenujemo sistemi za zaznavanje 
kvoruma. P. aeruginosa ima kompleksno mrežo večjih različnih sistemov zaznavanja 
kvoruma (Dandekar in Greenburg, 2013), ki skupaj uravnava nivo prepisa približno šestih 
odstotkov genov te bakterije (Schuster in sod., 2003). Posamezen sistem zaznavanja kvorume 
je sestavljen iz dveh komponent, encima, ki sintetizira signalno molekulo in receptorja, ki 
uravnava nivo prepisa genov. Za regulacijo sodelovanja in kontrole goljufov imata 
najpomembnejšo vlogo sistema zaznavanja kvoruma LasI/LasR in RhlI/RhlR. LasI in RhlI 
imata funkcijo katalize signalnih molekul N-3-dodekanoil-homoserin lakton ter N-butiril-
homoserin. LasR in RhlR pa imata funkcijo receptorjev ter transkripcijskih faktorjev katerih 
liganda sta omenjeni signali molekuli N-3-dodekanoil-homoserin lakton ter N-butiril-
homoserin (Slika 1). 
Aktivnost RhlI/RhlR in drugih sistemov zaznavanja kvoruma P. aeruginosa je podrejena 
sistemu las, kar pomeni, da so lasR mutanti neodzivni na signalizacijo zaznavanja kvoruma 
(Sandoz in sod., 2007). Mutacije gena lasI ne vodijo v izgubo spodobnosti za sodelovanje saj 
se mutanti lasI še vedno odzivajo na signalno molekulo, ki jo v okolje sproščajo druge 
bakterije. Prepis gena za encimsko enoto je reguliran z transkripcijskim faktorjem, na 
katerega se veže signala molekula in jo encim sintetizira, kar pomeni da gre v primeru 
sistemov zaznavanja kvoruma za pozitivno povratno zanko (Allen in sod., 2016). Iz tega 
razloga signalno molekulo imenujemo tudi avtoinduktor.  
Sodelovanje je v splošnem karakterizirano kot investicija v resurs s strani organizma, ki lahko 
koristi drugim organizmom (Rose in Rainey, 2016). Sodelovanje, kooperativnim bakterijskim 
celicam predstavlja metabolno breme in ima negativen učinek na relativni fitnes sodelujočih 
bakterij, na relativni fitnes bakterij, ki prejemajo koristi sodelovanja, pa pozitiven učinek 
(Hamilton, 1970). Zaradi razlike relativnega fitnesa imajo bakterijske celice, ki se ne vedejo 
kooperativno, kompetitivno prednost pred sodelujočim.  V primeru, da je sodelovanje 
enostransko govorimo o altruističnem vedenju kooperativnih organizmov, v nasprotnem 
primeru pa o vzajemnem sodelovanju, ki koristi vsem organizmom udeleženih v interakciji.  
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Znotraj sodelujočih populacij P. aeruginosa, je sodelovanje vzajemno in koristi celotni 
populaciji. Ko se znotraj sodelujočih populacij pojavijo lasR mutanti, postane sodelovanje 
enostransko in so koristi sodelovanja v večji meri usmerjene proti goljufom oz. lasR 
mutantom, kar vodi v izkoriščanje sodelovanja ter višanje frekvence goljufov v bakterijski 
združbi. Bakterije, ki se vedejo kooperativno lahko prevlado znotraj populacije dosežejo samo 
v primeru, ko je frekvenca vzajemnega  sodelovanja bistveno višja od frekvence 
enostranskega sodelovanja (Hamilton, 1970) oz. v primeru ko so sodelujoče bakterije 
sposobne  usmerjenja koristi sodelovanje proti drugim bakterijam, ki se vedejo kooperativno.  
Slika1: Shema sistemov LasI/LasR in RhlI/RhlR za zaznavanja kvoruma bakterije P. aeruginosa. Rdeči 
trikotniki predstavljajo N-3-dodekanoil-homoserin, modri trikotniki pa N-butiril-homoserin. Z IM je označena 
notranja membrana, z OM pa zunanja membrana  (Miller in Bassler, 2006: 10) 
 
3 MOLEKULARNI MEHANIZMI KONTROLE GOLJUFOV V ZDRUŽBI 
BAKTERIJ  
Zaradi možnosti izkoriščanja sodelovanja s strani goljufov v združbi, so bakterije razvile 
različne molekularne mehanizme kontrole goljufov. Kontrola goljufov v bakterijskih 
populacijah goljufom onemogoča prednost pri izrabi zunajceličnih produktov in izenači 
razliko v relativnem fitnesu, med bakterijami v združbi. V okolju, kjer je za preživetje 
populacije nujno sodelovanje v okviru zaznavanja kvoruma, sevi P. aeruginosa aktivirajo 
ekspresijo približno šest odstotkov celotnega genoma in nameni neproporcionalno velik delež 
metabolne energije za sintezo zunajceličnih produktov.  
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3.1 GENERALNA RECIPROČNOST 
Stabilnost sodelovanja zagotovljeno preko recipročnosti med organizmi je dobro opisano pri 
vretenčarjih in drugimi višje razvitimi organizmih (Fletcher in Zwick, 2006). Recipročnost 
temelji na principu »dam-daš«, kar pomen da posamezni organizem v interakciji z drugim 
izenači svoj prispevek k sodelovanju na podlagi informacije o prispevkih drugih organizmov 
(Fletcher in Zwick, 2006). Recipročnost od organizma zahteva prepoznavanje  prispevka 
točno določenega osebka k sodelovanju ter pomnjenje izidov predhodnih interakcij z tem 
osebkom, zaradi česar velja za kognitivno kompleksen mehanizem, ki ga prvotnejši organizmi 
kot so bakterije niso sposobne izvajati. Enostavnejša oblika recipročnosti pri bakterijah je ti. 
»generalna recipročnost«, (Slika 2) pri čemer posamezen organizem regulira svoj doprinos k 
sodelovanju na podlagi informacije o pogostosti prisotnosti sodelujočih organizmov v njegovi 
okolici (Pfeiffer in sod., 2005).  
Slika 2: Shematski prikaz principa delovanja generale recipročnosti. Kooperativni divji tip (modro) investicijo v 
kooperativno sekrecijo zunajceličnih proteaz izenačuje (zgoraj) z koncentracijo signale molekule zaznavanja 
kvoruma (zvezdica). Ko frekvenca goljufov (rdeče) znotraj populacije narašča, zunajcelična koncentracija 
signalen molekule zaznavanja kvoruma pada, kar pomeni da kooperativni divji tip preneha izločati zunajcelične 
proteaze ter se tako zavaruje pred izkoriščanjem s strani goljufov (spodaj) (Allen in sod., 2016: 2) 
 
Posamezna bakterijska celice znotraj sodelujoče populacije preko zaznavanja kvoruma 
prepoznava pogostost pojavljanja sodelujočih bakterij v njeni okolici (Allen in sod., 2016). 
Ker signalizacija zaznavanje kvoruma temelji na pozitivni povratni zanki in je prepis gena za 
sintezo signala regulirana preko receptorja za signalno molekulo, lasR mutanti iz celice 
izločajo minimalno količino kemijskega signala. Doseganje kvoruma ter indukcija 
kooperativne sekrecije zunajceličnih produktov tako ni odvisna samo od celične gostote 
populacije ampak tudi od frekvence sodelujočih bakterij v združbi. Mehanizem generalne 
recipročnosti v populacijah P. aeruginosa temelji na pleotropni aktivnosti LasR 
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transkripcijskega faktorja, ki hkrati regulira nivo sinteze signalne molekule zaznavanja 
kvoruma ter sekrecije zunajceličnih produktov (Allen in sod., 2016).   
Pojav goljufov znotraj sodelujočih populacij P. aeruginosa spremeni dinamiko sodelovanja, 
ki deluje kot kompenzacija za evolucijski pritisk na sodelovanje zaradi metabolnega bremena 
sinteze ter sekrecije zunajceličnih produktov (Sandoz in sod., 2007). Periodična kultivacija 
sodelujočega divjega tipa P. aeruginosa skupaj z goljufivimi lasR mutanti, rezultira v padcu 
sinteze N-3-dodekanoil-homoserin lakton ter N-butiril-homoserin signalnih molekul ter 
posledičen padec sekrecije zunajceličnih produktov s strani divjega tipa (Slika 3) (Ali in sod., 
2018). Znižanje sekrecije signalnih molekul zmanjša dostopnost goljufov do zunajceličnih 
produktov pri čemer se dostopnost za sodelujoče bistveno ne spremeni. Sodelovanje tako 
postane bolj učinkovito oz. preudarno.  
Slika 3: Shema sekrecije signalnih molekul zaznavanja kvoruma ter zunajceličnih produktov tekom in vitro 
evolucijskega eksperimenta. Tekom ko-kultivacije divjega tipa bakterije P. aeruginosa in mutantov lasR, 
redukcija sekrecije zunajceličnih produktov zmanjša koristi goljufanja ter izboljša učinkovitost sodelovanja (Lai 
in sod., 2018: 5) 
3.2 ALTRUISTIČNO KAZNOVANJE 
Altruistično kaznovanje je mehanizem kontrole goljufov, pri katerem sodelujoči v združbi 
žrtvujejo del bakterijske združbe za kaznovanje goljufov. Posledica kaznovanja goljufov je 
znižanje razlike relativnega fitnesa med kooperativnimi in  goljufivimi organizmi. 
Kaznovanje goljufov znotraj populacij je relativno pogosto med sesalci ter insekti, medtem ko 
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je znanih primerov altruističnega kaznovanje med bakterijami malo. V populacijah bakterije 
P. aeruginosa, altruistično kaznovanje temelji na ko-regulaciji sistema zaznavanja kvoruma 
RhlI/RhlR in sekrecije zunajceličnih produktov, katerih geni so uravnavani s transkripcijskim 
faktorjem LasR (Wang in sod., 2015). Goljufi ΔlasR poleg izgube sposobnosti sodelovanja pri 
sekreciji zunajceličnih produktov, izgubijo tudi sposobnost aktivacije transkripcijskega 
faktorja RhlR in genov tega regulona.  
RhlR pozitivno regulira sintezo večjih različnih potencialno toksičnih spojin kot je na primer 
vodikov cianid (Schuster in sod., 2003), ki jih divji tip P. aeruginosa izloča iz celice. Hkrati 
je v teh sevih pozitivno regulirajo tudi prepis genov za izo oblike citokrom oksidaze (Schuster 
in sod., 2003), ki pripomorejo k dvigu bakterijske tolerance na vodikov cianid. RhlR pogojena 
sinteza ter sekrecija vodikovega cianida ter z RhlR pogojena zvečana toleranca na vodikov 
cianid imata vlogo kaznovanja goljufov ΔlasR, ki nimajo aktivnega RhlI/RhlR sistema 
zaznavanja kvoruma ter so posledično dovzetni za toksičen učinek vodikovega cianida (Wang 
in sod., 2015). Med produkti genov, ki divjem tipu P. aeruginosa zagotavljajo zvišano 
toleranco na vodikov cianid najverjetneje vključujejo podenote različnih citokrom oksidaz 
coxA,B in coIII, cyoA,B,C,D ter qpc135 (Schuster in sod., 2003).  
Ko-kultivacija divjega tipa P. aeruginosa skupaj z mutanti ΔlasR, na kazeinskem mediju, kjer 
je za preživetje nujno sodelovanje, vodi v dosego stabilnega ravnovesja med frekvenco 
sodelovanja ter frekvenco goljufanja, kar pomeni, da je divji tip sposoben preprečevanja 
prevlade goljufov (Wang in sod., 2015). Ko-kultivacija sodelujočih mutantov ΔrhlR, skupaj z 
goljufi ΔlasR na kazeinskem gojišču na drugi strani ne vodi v dosego ravnovesja ampak v 
prevlado ter kolaps populacije. Sinteza vodikovega cianida je natančneje pogojena s prepisom 
gena hcnC, ki nosi zapis za podenoto encima sintaze vodikovega cianida, katerega prepis je 
pozitivno reguliran z RhlR (Wang in sod., 2015). Podobno kot mutanti ΔrhlR, tudi mutanti 
ΔhcnC niso sposobni kontrole goljufov, kar potrjuje predlagan molekularni mehanizem 
altruističnega kaznovanja v populacijah P. aeruginosa.  
Sinteza vodikovega cianida sevom P. aeruginosa poleg vloge pri kontroli goljufov znotraj 
lastne populacije omogoča tudi prevlado teh sevov znotraj združb bakterij, katerih 
posamezniki imajo nizko toleranco na vodikov cianid. Raznolikost vlog RhlR inducirane 
produkcije vodikovega cianida rezultira v evolucijski selekciji, ki ohranja tovrsten 
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3.3 METABOLNA PRISILA 
Mreža sistemov za zaznavanje kvoruma P. aeruginosa ima poleg vloge regulacije sodelovanja 
ter kontrole goljufov tudi pomembno vlogo pri odzivu na stres iz okolja. Sprožitev prepisa 
gena relA, katerega produkt aktivira stresni odziv bakterije P. aeruginosa, sproži sodelovanje 
pod kontrolo zaznavanja kvoruma tudi v primeru, ko zadostna celična gostota znotraj 
populacije ni dosežena  (Winzer in sod., 2000). Poleg sodelovanja pri sekreciji zunajceličnih 
produktov za dostopanje do hranil v primeru stradanja indukcija LasI/LasR ter RhlI/RhlR 
sistemov populaciji P. aeruginosa omogoča izrabo alternativnih virov energije ter ogljika kot 
sta na primer adenozin ter inozitol (Schuster in sod., 2003). Aktivnost metabolizma adenozina 
P. aeruginosa je pogojena z ekspresijo gena nuh, ki kodira citoplazemski encim nukleozid 
hidrolaza in je pozitivno regulirana s transkripcijskim faktorjem LasR (Schuster in sod., 
2003).  
Nukleozid hidrolaza je eden od citoplazemskih oz. znotraj celičnih encimov, katerega 
ekspresija je regulirana preko zaznavanja kvoruma in ni vključen v bakterijsko sodelovanje. 
Ker se nukleozid hidrolaza nahaja znotraj celice in je mutanti ΔlasR sami niso sposobni 
sintetizirati imajo kooperativne bakterijske celice znotraj populacij P. aeruginosa, v okolju 
kjer je rast bakterij pogojena z sposobnostjo izkoriščanja adenozina oz. inozitola kot vira 
energije ter ogljika, evolucijsko prednost pred goljufi (Dandekar in sod., 2012).  Goljufi se v 
tovrstnih okoljih sicer še vedno pojavljajo, njihova frekvenca znotraj populacije pa ostaja 
nizka.  
Okolje v katerem bakterije živijo se konstantno spreminja kar pomeni da ima za preživetje 
bakterijske populacije izrazit pomen sposobnost prilagoditve na različna okolja. Izguba 
sposobnosti izkoriščanja substratov ko so na primer kazeinin adenozin ter inozitol, mutantom 
ΔlasR predstavlja poslabšanje položaja v primerjavi s kooperativnim divjim tipom P. 
aeruginosa. Vstopanje v nova okolja po kolapsu populacije zaradi izkoriščanja sodelovanja 
tako favorizira rast kooperativnih bakterij ter posledično ohranja sodelovanje tekom evolucije.  
Podobno kot altruistično kaznovanje ter generalna recipročnost, tudi mehanizem metabolne 
prisile temelji na pleiotropni aktivnosti transkripcijskega faktorja LasR. Povezana regulacije 
sekrecije zunajceličnih produktov, do katerih dostopajo vse celice znotraj populacije ter 
izražanja celularnih encimov, ki so dostopni samo sodelujočim bakterijskim celicam, 
preprečuje izkoriščanje sodelovanja ter služi kot mehanizem kontrole goljufov.  
3.4 METABOLNA PREUDARNOST 
Rojenje je primer bakterijskega sodelovanje, pri katerem posamezne bakterijske celice v 
okolje kolektivno izločajo ramnolipide, ki služijo kot biosurfaktanti. Sinteza ramnolipidov P. 
aeruginosa poteka preko poznane metabolne poti, v katero so vključeni geni rhl operona. 
Ekspresija operona rhl je pozitivno regulirana s transkripcijskim faktorjem RhlR. Do sinteze 
in sekrecije ramnolipidov v populacijah P. aerugnosa  prihaja samo v primeru ko rast bakterij 
ni omejena z virom ogljika oz. ko bakterijsko rast omejuje dostopnost do vira dušika, fosforja 
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ali drugih esencialnih hranil različnih od ogljika. Zaradi pomanjkanja esencialnih hranil je rast 
bakterij ustavljena oz. upočasnjena. Pribitek vira ogljika ter energije pa kljub ustavljeni rasti 
omogoča sintezo ramnolipidov ter posledično rojenje. To pomeni da sodelovanje ne vpliva na 
podvojevalni čas in goljufanje ne prinaša višjega relativnega fitnesa (Slika 4).  
Količina izločenih ramnolipidov divjega tipa P. aeruginosa znaša 20% populacijske biomase, 
medtem ko ΔrhlR mutanti v okolje ne izločajo ramnolipidov (Xavier in sod., 2011).Tako 
sekrecija ramnolipidov ni pogojena samo z celično gostoto, ampak tudi z pomankanjem 
nutrientov. Poleg tega se mehanizem metabolne preudarnosti za razliko od drugih 
mehanizmov kontrole goljufov opisanih v tem diplomskem seminarju ne nanaša na 
pleotropno aktivnost transkripcijskega faktorja LasR (Xavier in sod., 2011). 
 
Slika 4: Prikaz rezultatov eksperimenta odkrivanja molekularnega mehanizma metabolne preudarnosti P. 
aeruginosa. (A) Hitrost rasti divjega tipa (črno) ter mutantov ΔlasA (rdeče), med kultivacijo mešane kulture 
(začetno razmerje 1:1) v tekočem mediju se tekom rasti ne spreminja, kljub temu, da divji tip investira velik 
delež metabolne energije za produkcijo ramnolipidov. (B) Poročevalski gen GFP pod kontrolo promotorja rhlAB 
(PrhlAB) kaže na za sintezo ramnolipidov šele po prehodu v stacionarno fazo rasti. (C)Primerjava prepisa gena 
GFP pod kontrolo PrhlAB  ali poročevalskega gena pod konstitutivnim izražanjem tekom različnih časovnih 
intervalov, pri gojenju kultur na trdnem gojišču. (D) Prikaz kvantitativnega izražanja PrhlAB-GFP glede na prepis 
poročevalskega gena pod konstitutivnim promotorjem potrjuje prepis operona rhlAB v stacionarni fazi rasti 
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4 SOCIALNA EVOLUCIJSKA TEORIJA 
Za stabilizacijo sodelovanja med organizmi imajo v okviru socialne evolucijske teorije 
pomembno vlogo pleotropni učinki produktov genov udeleženih pri izražanju sodelovalnega 
fenotipa ter genetska sorodnost med organizmi udeleženimi v interakciji (Foster in sod., 
2007).  
Geni s pleotropno aktivnostjo njihovih produktov so geni, ki vplivajo na izražanje različnih na 
videz nepovezanih fenotipskih lastnosti. Transkripcijski faktor P. aeruginosa LasR je primer 
produkta pleotropnega gena, saj ima ključno vlogo pri izražanju kooperativnega fenotipa, 
poleg tega pa nadzira tudi lastnosti kot so, sposobnost izkoriščanja adenozina kot vira energije 
ter ogljika, odpornost proti vodikovem cianidu in sposobnost njegove sinteze ter zmožnostjo 
posamezne bakterije za zaznavanje frekvence v okolici prisotnih kooperativnih bakterij. 
Mutacije gena lasR goljufom P. aeruginosa, poleg koristi zaradi pridobljene sposobnosti 
izkoriščanja sodelovanja, prinašajo tudi izgubo kompetitivne prednosti pred kooperativnim 
divjim tipom zaradi izgube prej omenjenih zmožnosti. 
Genetska sorodnost med organizmoma v interakciji je opredeljena na podlagi alelnega 
ujemanja na posameznem lokusu ter  pomembno vpliva na stabilnost sodelovanja znotraj 
populacije (Kreft, 2004). Po tej opredelitvi sorodnosti sta si dve bakterijski celici lahko 
nesorodni, kljub temu, da imata večino genoma identičnega, na lokusu, ki opredeljuje 
socialno vedenje, pa imata drugačen alel. Goljufanje znotraj bakterijskih populacij z visoko 
stopnjo sorodnosti se ne prenaša v naslednjo generacijo ter posledično ne vodi v propad 
sodelovanja. Goljufive bakterijske celice, ki prejemajo koristi sodelovanja ter so genetsko 
sorodne kooperativnim bakterijam oz. imajo funkcionalen gen lasR goljufanja ne prenesejo v 
naslednjo generacijo kar pomeni, da frekvenca goljufanja tekom generacij ne narašča (Sandoz 
in sod. 2007).  
Po pojavu goljufov znotraj populacije slednje vodi v padec sorodnosti ter distribucijo koristi 
zunajceličnih produktov tako med visoko sorodne sodelujoče, kot tudi med sodelujočim 
nesorodne goljufe, katerih frekvenca se prične večati. Molekularni mehanizmi kontrole 
goljufov, kot sta generalna recipročnost ter altruistično kaznovanje, v mešani populaciji 
goljufov ter sodelujočih, omejujeta izrabo zunajceličnih produktov s strani goljufov. 
Altruistično kaznovanje stabilnost sodelovanja ohranja preko preprečevanja kompeticije za 
izrabo zunajceličnih produktov oz. usmerjanje negativnih učinkov vodikovega cianida proti 
goljufom, ki sodelujočim bakterijskim celicam niso sorodni. Mehanizem generalne 
recipročnosti na drugi strani, kooperativnim bakterijam omogoča prepoznavanje prisotnosti 
sorodnih sodelujočih bakterij v bližini ter usmerjanje koristi sodelovanja proti njim.   
Točna opredelitev mehanizmov kontrole goljufov znotraj bakterijskih populacij v kontekst 
socialne evolucijske teorije je še vedno stvar razprave, vzrok čemur so težave v komunikaciji 
med mikrobnimi genetiki ter evolucijskimi biologi (West in sod., 2006). Razumevanje 
bakterijskega sodelovanje ter regulacije frekvence goljufanja znotraj bakterijskih populacij 
pomembno prispeva tudi k razumevanju socialnih interakcij med drugimi organizmi (Griffin 
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in sod., 2004). Relativno enostavna genetska manipulacija bakterij ter možnost izvajanja 
evolucijskih eksperimentov v krajšem časovnem obdobju sta razloga za izbiro bakterij kot 
modelnih organizmov za preučevanje socialnih interakcij med organizmi (West in sod., 
2006).  
 
5 BIOTEHNOLOŠKE APLIKACIJE KONTROLE GOJUFOV V BAKTERIJSKIH 
ZDRUŽBAH 
Pomembnost bakterijske komunikacije ter sodelovanja za virulenco patogenih bakterij, ponuja 
nove načine zdravljenja bakterijskih okužb ter regulacije bakterijskih populacij v naravnih ter 
industrijskih okoljih. Razumevanje bakterijskega sodelovanja ter molekularnih mehanizmov 
kontrole goljufov skupaj z razvojem sintetične biologije prinaša inovativne biotehnološke 
aplikacije pri razvoju biosenzorjev, produkciji industrijskih mikroorganizmov sposobnih 
samoregulacije lastne populacije ter uporabo mešanih bakterijskih kultur za izvajanje 
kompleksnih fermentacijskih procesov. (Choudhary in sod., 2010). 
Slika 5: Shematski prikaz uporabnosti sistemov zaznavanja kvoruma v biotehnologiji (Choudhary in sod., 2010: 
6) 
 
Med zanimivejšimi aplikacijami bakterijskih komunikacijskih sistemov je možnost uporabe 
bakterijskih celic kot biosenzorje (Choudhary in sod., 2010). Primer uporabe sistemov 
zaznavanja kvoruma kot biosenzorji je detekcija rakavih tumorjev, okoli katerih bakterijska 
populacija zaradi ugodnih razmer za rast doseže zadostno celično koncentracijo ter aktivira 
gene pod kontrolo zaznavanja kvoruma. Aktivacija sistema zaznavanja kvoruma inducira  
ekspresijo reporterskega gena kar služi kot signal o lokaciji tumorja.  
Vključevanje heterolognih sistemov zaznavanja kvoruma v industrijske bakterijske seve 
odpravi potrebo po zunanjem nadzorovanju bioprocesov, saj bakterije pridobijo sposobnost 
avtoregulacije številčnosti lastne populacije (Slika 6)(Brenner in sod., 2007), kar pomeni 
cenejše vodenje bioprocesov. Z vključevanjem genov, ki nosijo zapis encima za sintezo 
signalne molekule, v eno in genov, ki nosijo zapis receptorja za signalno molekulo v drugo 
bakterijo v mešani bakterijski kulturi obeh bakterij omogoča samoregulacijo izvajanja 
kompleksnejših fermentacij (Slika 6) (Brenner in sod., 2007). 
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Pojavljanje goljufov v bakterijskih populacijah industrijskih sevov oz. bakterijskih 
biosenzorjev pomeni prevlado goljufov znotraj populacije ter kolaps sistema (Dandekar in 
sod., 2012). Za dosego dovoljšne robustnosti industrijskih sevov je v sintetične genetske 
sisteme potrebno vpeljati tudi mehanizme kontrole goljufov, kot so na primer kaznovanje ali 
metabolna prisila (Dandekar in sod., 2012).  
Povezava med bakterijskim sodelovanjem ter virulenco patogenih bakterij, kot novo tarčo 
antibiotikov ponuja sistem zaznavanja kvoruma, ki regulira bakterijsko sodelovanje, kljub 
temu pa je pri razvoju tovrstnih terapevtskih učinkovin potrebno upoštevati tudi možnost 
pojava goljufov (Allen in sod., 2016). 
Ob prisotnosti terapevtskih učinkovin, ki blokirajo aktivnost receptorjev za zaznavanje 
kvoruma, kot sta LasR ter RhlR, kooperativni fenotip, ki je dovzeten za delovanje terapevtske 
učinkovine, izgubi sposobnost sodelovanja, medtem ko kooperativne bakterije, ki so 
rezistentne na delovanje terapevtske učinkovine, sposobnost sodelovanja ohranijo (Allen in 
sod., 2016). Zaradi molekularnega mehanizma generalne recipročnost, ki preprečuje 
goljufanje znotraj populacije P. aeruginosa, se visoka virulenca kooperativnih bakterij 
ohranja, saj goljufi nimajo kompetitivne prednosti in v populaciji ne prevladajo (Mellbye in 
Schuster, 2011). 
Slika 6: Primeri uporabe sistemov zaznavanja kvoruma za produkcijo novih industrijskih sevov. (A) Sistem 
populacijske avto regulacije, na podlagi sistema zaznavanja kvoruma. Z višanjem celične gostote populacije 
E.coli z heterolognim LuxI/LuxR sistemov zaznavanja kvoruma iz V. fischeri, se viša tudi koncentracija 
avtoinduktorja. Ko celična gostota preseže mejno vrednost, aktivacija sistema zaznavanja kvoruma inducira 
ekspresijo »killer« gena (označen z E), pod promotorjem PluxI. Indukcija LuxR tako vodi v celično smrt ter 
efektivno zniža celično gostoto pod mejno vrednost. (B) Uporaba dveh različnih sistemov zaznavanja kvoruma 
(LasI/LasR označen z 1 ter RhlI/RhlR označen z 2) za ustvarjanje komunikacijskega kroga med dvema 
bakterijskima sevoma E.coli. Ekspresija genov T1 in T2 se prične šele ko obe populaciji dosežeta zadostno 
celično koncentracijo (Choudhary in sod., 2010: 8) 
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Kljub temu da bakterije veljajo za enostavnejše oblike življenja, so sposobne kompleksnih 
socialni interakcij, ki zajemajo izmenjavo informacij med bakterijskimi celicami, 
koordinirano sodelovanje pri sekreciji zunajceličnih produktov ter mehanizme preprečevanja 
izkoriščanja sodelovanja. Celice znotraj populacij P. aeruginosa med seboj komunicirajo 
preko večjih, med seboj povezanih, sistemov zaznavanja kvoruma. V diplomski nalogi, 
podrobneje opisana LasI/LasR ter RhlI/RhlR sistema, sta dva od treh znanih sistemov 
zaznavanja kvoruma P. aeruginosa, ki skupaj tvorijo kompleksno komunikacijsko mrežo.  
Izmenjavo informacij v obliki kemijskih signalov zaznavanja kvoruma P. aeruginosa 
izkorišča za koordinacijo različnih oblik bakterijskega sodelovanja ter kontrole goljufov.  
Regulon sistemov zaznavanja kvoruma P. aerugonosa obsega približno 6% celotnega 
genoma, kar za posamezno bakterijsko celico pomeni vlaganje velikega deleža metabolne 
energije v sintezo zunajceličnih produktov, do katerih dostopajo druge bakterije. Mehanizmi 
preprečevanja izkoriščanja sodelovanja v populacijah P. aeruginosa imajo iz tega razloga 
pomembno vlogo pri ohranjanju kooperativnega vedenja tekom evolucije.  
Molekularni mehanizem generalne recipročnosti temelji na pozitivni povratni zanki regulacije 
sinteze signalne molekule zaznavanja kvoruma in posamezni bakterijski celici omogoča 
določanje frekvence sodelujočih bakterij ter izenačevanje nivoja sinteze zunajceličnih 
produktov z nivojem sinteze zunajceličnih produktov drugih celic v lokalnem okolju. 
Recipročnost je eden od mehanizmov, kontrole goljufov, preko katerega se pred 
izkoriščanjem zavarujejo tudi sodelujoče populacije višje razvitih organizmov in ima 
pomembno vlogo pri stabilizaciji sodelovanja v človeških družbah. 
Drug široko razširjen mehanizem kontrole goljufov v človeških družbah je kaznovanje 
goljufanja. Pri bakterijah P. aeruginosa, goljufanje kaznuje preko sekrecije vodikovega 
cianida, na katerega je sodelujoč divji tip rezistenten zaradi RhlR pogojene indukcije genov za 
različne oblike citokrom oksidaz. Goljufi na drugi strani ne morejo aktivirati RhlI/RhlR 
sistema in so posledično dovzetni za negativne učinke vodikovega cianida. Goljufivi lasR 
mutanti zaradi izgube sposobnosti sodelovanja pridobijo kompetitivno prednost pred 
sodelujočimi bakterijami, hkrati pa izgubijo rezistenco na vodikov cianid, kar bistveno 
zmanjša koristi goljufanja.   
Letalne mutacije lasR gena poleg izgube sposobnosti sodelovanja ter rezistence na vodikov 
cianid, goljufom onemogočajo izkoriščanje nekaterih alternativnih virov energije in ogljika, 
kot sta adenozin in inozitol. Nezmožnost izrabe alternativnih virov ogljika ter energije 
goljufom onemogoča rast v okoljih kjer je adenozin oz. inozitol poglavitni vir ogljika, saj 
kooperativni divji tip P. aeruginosa, encimov metabolizma adenozina ne izloča iz celice. 
Pogojenost sposobnosti izkoriščanja adenozina kot vira ogljika z LasI/LasR sistemom daje 
sodelujočemu divjem tipu P. aeruginosa prednost pred goljufi ter služi kot molekularni 
mehanizem metabolne prisile za kontrolo goljufov.  
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Molekularni mehanizmi generalne recipročnosti, altruističnega kaznovanja ter metabolne 
prisile temeljijo na pleotropni aktivnosti lasR gena. Pleotropni učinek ima pomembno vlogo 
pri kontroli goljufov med različnimi organizmi in za goljufe pomeni izgubo lastnosti na videz 
ne povezanimi z sodelovanjem, kar omejuje njihov invazijski potencial. Pri ohranjanju 
sodelovanja tekom evolucije ima pomembno vlogo tudi sorodnost med organizmi, 
udeleženimi pri sodelovanju. V populacijah kjer je stopnja genetske sorodnosti znotraj 
populacije visoka, je sodelovanje stabilna oblika socialnega vedenja, pojav goljufov pa vodi v 
padec genetske sorodnosti ter destabilizacijo sodelovanja. Mehanizem generalne recipročnosti 
zagotavlja distribucijo koristi sodelovanja med visoko sorodne bakterije, medtem ko 
mehanizme altruističnega kaznovanja zagotavlja porazdelitev škode vodikovega cianida med 
nesorodne bakterije.  
Mehanizem kontrole goljufov, ki ni povezan s pleotropnim učinkom je mehanizem metabolne 
preudarnosti, ki zagotavlja vlaganje metabolne energije v kooperativno vedenje šele, ko ne 
prinaša padca relativnega fitnesa. Metabolna preudarnost temelji na višanju učinkovitosti 
sodelovanja, pri čemer selekcijski pritisk, ki favorizira goljufanje pada.  
Odkrivanje kompleksnosti bakterijskih socialnih interakcij ima neposredne aplikacije na 
področju evolucijske teorije, kjer pomembno pripomore k razumevanju socialnih interakcij 
med drugimi organizmi. Mehanizmi kontrole goljufov v populacijah P. aeruginosa, ponujajo 
nabor različnih aplikacij v biotehnologiji, katerih pomen se potencira z razvojem sintetične 
biologije.  
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